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(57) Abstract: The invention relates to a method for distinguishing 5-posiuon methylation changes of cytosine bases and cyto- 
^ sine-to-thymine mutations and for detecting single nucleotide polymorphisms (SNPs) or point mutations in genomic DNA, compris- 
1**- ing the following steps: a) treating a genomic DNA-sampie with sulphite or disulphite in such a way that aLI of the cytosine bases 
^1 not methylated in the 5-position of the base are changed in such a way as to produce a different base according to the base pairing 
^ behaviour while the cytosines which are methylated in the 5-position remain unchanged; b) quantitatively methylating an aliquot 
O of the same genomic DNA sample before chemical treatment according to a) with Sssl or another methyltransf erase; c) testing the 
two DNA samples treated in this way for the presence of cytosine using the same analytical mediods; and d) comparing the cytosine 
positions that are detected with a reference DNA-sequence. 
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(57) Zusammenfassung: Beschrieben ist ein Verfahren zur Unterscheidung von 5-Position Methylierungsiinderungen von Cyto- 
sin-Basen und Cytosin-zu-Thymin Mutationen und zutn Nachweis von single nucleotide polymorphisms (SNPs) oder Punktmuta- 
tionen in genomischer DNA, wobei mana) eine genomische DNA-Probe mit Sulfit oder Disulfit derart behandelt, daC alle nicht an 
der 5-Position der Base methylierten Cytosinbasen derart verandert werden, so daB eine dem B as enpaarungs verbal ten nach unter- 
schiedUche Base entsteht, wahrend die an der 5-Position methylierten Cytosine unverandert bleiben und b) ein Aliquot der selben 
genomischen DNA-Probe vor der chemischen Behandlung nach a) mit Sssl oder einer anderen Methvl transferase quantitativ auf- 
metbyhert und c) die beiden so behandelten DNA-Proben minels der gleichen analytischen Methode auf die Prasenz von Cytosin 
untersucht und d) die ermittelten Cytosin Positionen mit einer Referenz DNA-Sequenz abgeglichen werden. 
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Verfahren zur Unterscheidung von 
5-Position Methylierungsanderungen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Un- 
terscheidung von 5-Position Methylierungsanderungen von 
Cytosin-Basen und Cytosin- zu-Thymin Mutationen und zurn 
Nachweis von single nucleotide polymorphisms ~(SNPs) oder 
Punktmutationen in genomischer DNA 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre 
in der Molekularbiologie gut studierten Beobachtungsebe- 
nen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in 
RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe 
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal- 
tet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter Ge- 
ne in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist 
mit hoher Wahrscheinlichkeit mit Ausmaft und Charakter der 
Methylierung der Gene bzw. des Genoms korrelierbar . Inso- 
fern ist die Annahme naheliegend, dafl pathogene Zustande 
sich in einem veranderten Methylierungsmuster einzelner 
Gene oder des Genoms auftern. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur 
Detektion des Methylierungszustandes genomischer DNA Pro- 
ben, wobei insbesondere Mutationen und Cytosin Methylie- 
rungen voneinander unterschieden werden konnen . Das Ver- 
fahren kann auch zurn Auffinden von Punktmutationen und 
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) genutzt werden. 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti- 
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on, genomischem Imprinting und in der Tumo.rgenese . Die 
Ident if izierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil gene- 
tischer Information ist daher von erheblic'hem Interesse. 
5-Methylcytosin-Positionen konnen jedoch ndcht durch Se- 
5 quenzierung identif iziert werden, da 5-Methylcytosin das 
gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dar- 
uber hinaus geht bei einer PCR-Amplif ikat icn die epigene- 
tische Information, welche die 5-Methylcy tosine tragen, 
vollstandig verloren. 

10 

Die Modifikation der genomischen Base Cytosin zu 5 f - 
Methylcytosin stellt den bis heute wichtigsten und best- 
untersuchten epigenet ischen Parameter dar. Trotzdem gibt 
es bis heute zwar Methoden, umfassende Genotypen vcn Zel- 
15 len und Individuen zu ermitteln, aber noch keine ver- 

gleichbaren Ansatze auch in groftem Mafte epigenotypische 
Information zu generieren und auszuwerten. 

Es sind im Prinzip drei prinzipiell verschiedene Methoden 
20 bekannt, den 5-Methyl-Status eines Cytosins im Sequenz- 
kontext zu bestimmen. 

Die erste prinzipielle Methode beruht auf der Verwendung 
von Restriktionsendonukleasen (RE), welche „methylie- 

25 rungssensitiv" sind. REs-zeichnen sich dadurch aus, daft 

sie an einer bestimmten DNA-Sequenz, meist zwischen 4 und 
8 Basen lang, einen Schnitt in die DNA einfuhren. Die Po- 
sition solcher Schnitte kann dann durch Gelektrophorese, 
Transfer auf eine Membran und Hybridisierung nachgewiesen 

30 werden. Methylierungssens it iv bedeutet, daft bestimmte Ba- 
sen innerhalb der Er kennungssequenz unmethyliert vorlie- 
gen miissen, damit der Schnitt erfolgen kann. Das Banden- 
muster nach einem Restriktionsschnitt und Gelektrophorese 
andert sich also je nach Methyl ierungsmuster der DNA. Al- 

35 lerdings befinden sich die wenigsten methylierbaren CpG 
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innerhalb von Erkennungssequenzen von REs, konnen also 
nach dieser Methode nicht untersucht werden. 

Die Empf indlichkeit dieser Methoden ist ex'trem niedrig 
5 (Bird, 'A. P., and Southern, E.M. , J.Mol. Biol. 118, 27- 

47). Eine Variante kombiniert PCR mit dieser Methode, ei- 
ne Amplif ikation durch zwei auf beiden Seiten der Erken- 
nungssequenz liegende Primer erfolgt nach einem Schnitt 
nur dann, wenn die Erkennungssequenz methyliert vorliegt. 

10 Die Empf indlichkeit steigt in diesem Fall auf theoretisch 
ein einziges Molekiil der Zielsequenz, allerdings konnen 
mit hohem Aufwand nur einzelne Positionen untersucht wer- 
den (Shemer, R. et al., PNAS 93, 6371-6376). Wiederum ist 
Vorausset zung, daB sich die methylierbare Position inner- 

15 halb der Erkennungssequenz einer RE befindet. 

Die zweite Variante beruht auf partieller chemischer 
Spaltung von Gesamt-DNA, nach dem Vorbild einer Maxam- 
Gilbert Sequenzierreaktion, Ligation von Adaptoren an die 

20 so generierten Enden, Amplif i kation mit generischen Pri- 
mern und Auftrennung auf einer Gelekt rophorese . Mit die- 
sem Verfahren konnen definierte Bereiche bis zur GroBe 
von weniger als tausend Basenpaaren untersucht werden. 
Das Verfahren ist allerdings so kompliziert und unzuver- 

25 lassig, daB es praktisch nicht mehr verwendet wird (Ward, 
C. et al., J. Biol. Chem. 265, 3030-3033).- 

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten an- 
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 

30 Methyicytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von 
Bisulphit mit Cytosin, das nach anschlieBender alkali- 
scher Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in 
seinem Basen-Paarungsverhal ten dem Thymidin entspricht. 
5-Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen 

35 nicht modifiziert. Damit wird die ursprungliche DNA so 
umgewandelt, daB Methyicytosin, welches ursprunqlich 



WO 01/27317 



PCT/DE00/03726 



durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht un- 
terschieden werden kann, jetzt durch „normale f ' molekular- 
biologische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin 
beispielsweise durch Amplif ikation und Hybr idisierung o- 
5 der Sequenzier-ung nachgewiesen werden kann. Alle diese 
Techniken beruhen auf Basenpaarung, welche jetzt voll 
ausgenutzt werden kann. Der Stand der Technik, was die 
Ernpf indlichkeit betrifft, wird durch ein Verfahren defi- 
niert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose- 

10 Matrix einschlieBt, dadurch die Diffusion und Renaturie- 
rung der DNA (Bisulphit reagiert nur an einzelstrangiger 
DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungsschritte 
durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek, A. et al . , Nucl . 
Acids. Res. 24, 5064-5066). Mit dieser Methode konnen 

15 einzelne Zellen untersucht werden, was das Potential der 
Methode veranschaulicht . Allerdings v/erden bisher nur 
einzelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange unter- 
sucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Tausende 
von moglichen Met hylierungsereignissen ist nicht moglich. 

20 . Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen 
Fragmente aus geringen Probenmengen zuverlassig analysie- 
ren. Diese gehen trotz Di f f usionsschut z durch die Matrix 
verloren. 

25 Eine Ubersicht liber die weiteren bekannte Mogl ichkeiten , 
5-Methylcytsosine nachzuweisen, kann auch dem foigenden 
Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphi- 
lis, M . L. , Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 26, 2255 
(1998) . 

30 

Die Bisulphit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnah- 
men (z.B. Zeschnigk, M. et al., Eur. J. Hum. Gen. 5, 94- 
98; Kubota T. et al., Nat. Genet. 16, 16-17) nur in der 
Forschung angewendet . Immer aber werden kurze, spezifi- 
35 sche Stucke eines bekannten Gens nach einer Bisulphit- 

Behandlung amplifiziert und entweder komplett sequenziert 
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(Olek, A. and Walter, J., Nat. Genet. 17, 275-276) oder 
einzelne Cytosin-Posi t ionen durch eine „Primer-Ext ensi on- 
Reaktion" (Gonzalgo, M. L. and Jones, P. A., Nucl . Acids. 
Res. 25, 2529-2531) oder Enzymschnitt (Xiong, Z. and 
5 Laird, P.W., Nucl. Acids. Res. 25, 2532-2534) nachgewie- 
sen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung be- 
schrieben worden (Olek et al . , W099 28498). 

Weitere Publikat ionen , die sich rnit der Anwendung der Bi- 
10 sulf it-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
Genen befassen, sind: Xiong, Z. and Laird, P.W. (1997), 
Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M.L. and Jones, P. A. 
(1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. and Clark, 
S. (1994), Bioessays 16, 431; Zeschnik, M. et al. (1997), 
15 Human Molecular Genetics 6, 387;Teil, R. et al . (1994), 
Nucl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. (1995), Gene 
157, 261; WO 97/46705, WO 95/15373 und WO 97/45560. 

[ Gemeinsamkeiten zwischen Promotoren bestehen nicht nur im 

20 Vorkommen von TATA- oder GC-Boxen sondern auch darin, fur 
welche Transkriptionsf aktoren sie Bindestellen besitzen 
und in welchem Abstand diese sich zueinander bef inden . 
Die existierenden Bindestellen fur ein bestimmtes Protein 
stimmen in ihrer Sequenz nicht vollstandig uberein, es 
25 finden sich aber konservierte Folgen von mindestens 4 Ba- 
sen, die durch das Einfugen von „Wobbles", d. h. Positio- 
nen, an denen sich jeweils unterschiedliche Basen befin- 
den, noch verlangert werden konnen. Des weiteren liegen 
diese Bindestellen in bestimmten Abstanden zueinander 
30 vor. 

Eine Ubersicht uber den Stand der Technik in der Oligomer 
Array Herstellung laftt sich auch einer im Januar 1999 er- 
schienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Gene- 
35 tics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
zitiertenLiteratur entnehmen . 
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Matrix-assistierte Laser Desorpt ions/Ioni sat ions Mas- 
senspektrometrie (MALDI) ist eine neue, sehr leistungsf a- 
hige Entwicklung. fur die Analyse von Biomolekiilen (Karas, 
M. and Hillenkamp f F. 1988. Laser descrption ionization 
of proteins with molecular masses exceeding 10.000 dal- 
tons. Anal. Chem. 60: 2299-2301). Ein Analytmolekul wird 
in eine im UV absorbierende Matrix eingebettet. Durch ei- 
nen kurzen Laserpuls wird die Matrix ins Vakuum verdampft 
und das Analyt so unf ragment iert in die Gasphase befor- 
dert. Eine angelegte Spannung beschleunigt die Ionen in 
ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen 
Massen'werden Ionen unterschiedlich stark beschleunigt. 
Kleinere Ionen erreichen den Detektor fruher als groftere 
und die Flugzeit wird in die Masse der Ionen umgerechnet. 



Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind 
vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet worden. 
Besonders geeignet sind fur die Fluores zenzmar kierung ist 
das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 
5 f OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz 
der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise uber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben 
vielen anderen, kommer ziell erhaltlich. 

Methylasen, die Cytosinbasen in best immenten Sequenzkon- 
texten methylieren, sind bekannt und zum Teil auch kom- 
merziell erhaltlich. Sssl Methylase beispielsweise methy- 
liert Cytosin im Sequenzkontext CpG (siehe z.B. Renbaum, 
P. et al. (1990), Nucleic Acids Res. 18, 1145) und ist z. 
B. Bei New England Biclabs erhaltlich, ebenso wie andere 
Methylasen wie Alul, BamHl oder Haelll. 

Ausschliefllich durch Bisul f i t-Behandlung , Amplif ikation 
und nachfolgendes Sequenzieren oder Hybridisieren, wie es 
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Stand der Technic ist, lassen sich methylierte Cytosinpo- 
sitionen nicht mit Sicherheit nachweisen. Wird an der 
betreffenden Position ein Thymin statt eines Cytosins 
nachgewiesen, so 'kann es sich urn eine Mutation gsgen-uber. 
5 der herangezogenen Vergleichssequenz , aber auch um ein in 
der genomischen Proben-DNA nicht methyliertes Cytosin 
handeln, das durch die Bisulfit behandlung zuerst in Ura- 
cil und bei der Amplif ikation schlieftlich in Thymin im 
Sequenzkontext umgewandelt wurde, handeln. Aufgabe der 
10 vorliegenden Erfindung ist es daher dieses Problem zu lb- 
sen. 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daft ein Verfahren zur 
Unterscheidung von 5-Position Methylierungsanderungen von 
15 Cytosin-Basen und Cytosin-zu-Thymin Mutationen und zum 

Nachweis von single nucleotide polymorphisms (SNPs) oder 
Punktmutationen in genomischer DNA geschaffen wird, bei 
dem man 

a) eine genomische DNA-Probe mit Sulfit oder Disulfit o- 
20 der einer anderen Chemikalie derart behandelt, daft alle 

nicht an der 5-Position der Base methylierten Cytosinba- 
sen derart verandert werden, so da/5 eine dem Basenpaa- 
rungsverhalten nach unterschiedl iche Base entsteht, wah- 
rend die an der 5-Position methylierten Cytosine unveran- 
25 dert bleiben und 

b) ' ein Aliquot der selben genomischen DNA-Probe vor der 
chemischen Behandlung nach a) mit Sssl oder einer anderen 
Methyltransferase quantitativ auf methyliert und 

c) die beiden so behandelten DNA-Proben mittels der glei- 
30 chen analytischen Methode auf die Prasenz von Cytosin un- 

tersucht und 

d) die ermittelten Cytosin Positionen mit einer Referenz 
DNA-Sequenz abgeglichen werden. 

35 Die vorliegende Erfir.dung lost die Aufgabe also dadurch, 
daft ein auf methyliertes Aliquot derselben Probe gleicher- 
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maften behandelt wird und die erhaltenen Sequenzinf ormati- 
onen mit der Sequenz einer Referenz-DNA abgeglichen wer- 
den, wobei eine Unterscheidung zwischen Mutationen und 
Cytosin Methylierung moglich wird. Zudem ist es auch mog- 
5 lich, im Rahmen dieses Verfahrens neue Mutationen und Po- 
lymorphismen, insbesondere C-T Mutationen, aufzufinden. 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist ein Verfahren, wobei man 
liber den Vergleich der einzelnen Cytosin-Positionen aus 

10 den beiden unterschiediich behandelten Proben mit der Re- 
ferenz-Sequenz ermittelt, ob an einer bestimrnten Position 
Cytosin nicht nachweisbar ist und ob dies darauf beruht, 
daft das Cytosin in der genomischen DNA unmethyliert vor- 
liegt oder durch eine Mutation oder einen Polymorphismus 

15 verandert vorliegt und somit in der genomischen DNA nicht 
vorhanden ist. 

Erf indungsgemaft ist ferner ein Verfahren, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daft man die beiden DNA-Proben oder 
20 Teile dieser DNA-Proben vor dem Nachweis der Base Cytosin 
mit einem cyclischen Prozess, namlich der Polymerase Ket- 
tenreaktion oder einem vergleichbaren Prozess amplifi- 
ziert . 

25 Bevorzugt ist dabei , daft man in einem Amplif ikat ions- 

Ansatz mehr als 10 verschiedene Fragment e der behandelten 
genomischen DNAs erzeugt. 

Bevorzugt ist es ferner, daft man zur Amplif i kat ion der 
30 genomischen DNA-Proben solche Primer verwendet, welche 
fur die Genregulat ion wichtige sogenannte Konsensus- 
Sequenzen oder solche Sequenzen enthalten und die damit 
uberwiegend an regulative oder kodierende Sequenzen bin- 
den. 



35 
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Besonders ist es erf indungsgemaft bevorzugt, daft man Cyto- 
sin im spezifischen Kontext 5'-CpG-3 f detektiert. 

Weiterhin .ist es bevorzugt, daft man die DNA bei der 
5 Amplif ikation durch Einbau von mit einer det ekt ierbaren 
Markierung versehenen Nukleotidbausteinen oder Oligo- 
nukleotiden insgesamt mit einer oder mehreren detektier- 
baren Markierung (en) versieht. 

10 Insbesondere bevorzugt ist es, daft die Detektion der Mar- 
kierung durch Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz erf olgt . 

Beim erf indungsgemaften Verfahren ist ferner bevorzugt, 
daft man Cytosin iiber Hybridisierung mit fur "Sequenzkon- 
15 text-Cytosin-Sequenzkontext " spezifischen Oligomeren 

nachweist, welche in einer definierten Anordnung auf ei- 
ner oder mehreren Oberflachen fixiert sind. 

Hierbei ist es bevorzugt, daft man fur jedes in seinem se- 
20 quenzspezif ischen Kontext nachzuweisende Cytosin mindes- 
tens ein zu dem Sequenzkontext komplementares Oligomer 
auf der Oberflache fixiert, welches das zum nachzuweisen- 
den Cytosin komplementare Guanin enthalt und ein v/eiteres 
Oligomer, welches an der Stelle des nachzuweisenden Cyto- 
25 sins die Base enthalt, welche zu der Base komplementar. 

ist, in welche nicht methylierte Cytosine durch die che- 
mische Behandlung umgewandelt werden. 

Weiterhin ist hierbei bevorzugt, daft man fur nachzuwei- 
30 sende Cytosin-Positionen solche Oligomere fixiert, die 

jeweils an die methylierte und unmethylierte Position so- 
wohl auf Plus- als auch auf Minus-Strang spezifisch bin- 
den oder/und an die je durch Amplif ikation entstehenden 
komplementaren Strange spezifisch hybridisieren . 
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Hierbei ist weiterhin bevorzugt, daft man "auf der Oberfla- 
che weitere Oligomere fixiert, welche jeweils an die Se- 
quenz "Sequenzkontext-Thymin-Sequenzkontext" spezif isch 
binden und/oder welche Cytosin und die durch chemische 
5 Behandlung entstandene Base im Plus-Strang, Minus-Strang 
und den je durch Amplif ikation entstehenden komplementa- 
ren Strangen entstehenden Strangen nachweisen. 

Es ist erf indungsgemaft weiterhin bevorzugt, daft man von 
10 den Oligomeren an Punkten der Oberf lache (n) Signale de- 

tektiert, die fur die in der originalen genomischen Probe 
methylierten, oder unmethylierten oder mutierten spezi- 
fisch sind. 

15 Dabei ist insbeondere bevorzugt, daft man durch den Ver- 

gleich der detektierten Signale der absolute Grad der Me- 
thylierung und/oder die Homo- bzw. Heterozygot ie ermit- 
telt . 

20 Erf indungsgemaft ist ferner das Verfahren, wobei man die 
amplif izierten Fragmente der beiden Proben auf je einer 
Oberflache fixiert und mit einer nachweisbaren Markierung 
versehene, sequenzspezif ische Oligomere auf diese Ober- 
flachen hybridisiert . 

25 

Bevorzugt ist es, daft man die Analyse der hybridisierten 
sequenzspezif ischen Oligomere mittels Massenspektrometrie 
und bevorzugt einem MALDI Massenspektrometer durchfuhrt. 

30 Es ist weiterhin bevorzugt, daft man die Analyse der 

hybridisierten sequenzspezif ischen Oligomere mittels Flu- 
oreszenz oder Chemoluminiszenz durchfuhrt. 

Eine - besonders bevorzugte Variante des Erf indungsgemaften 
35 Verfahrens ist es, daft der Nachweis von Cytosin im Se- 

quenzkontext durch eine Polymerase-Reakt ion, welche spe- 
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zifisch bei Erreichen einer ; Cytosin-Base im Templat ge- 
stoppt wird, und Langenmessung der entstehenden Fragmente 
erfolgt. 

Hierbei ist insbesondere bevprzugt, daft man die Oligome- 
re, die zum Starten der primer-abhangigen Polymerase- 
Reaktion benutzt werden, je unterschiedliche Sequenz an 
unterschiedlichen Orte n auf einer Oberflache fixiert und 
die Polymerase-Reaktion auf dieser Oberflache erfolgt. 

Dabei ist weiterhin bevorzugt, daft man die Oligomere, die 
zum Starten der primer-abhangigen Polymerase-Reaktion be- 
nutzt werden, durch eine chemische Reaktion oder durch 
Licht von der Oberflache ablest. 

Erf indungsgemafte ist weiterhin bevorzugt, daft man zur 
Termination der Polymerasereaktion an der Position eines 
Cytosins oder - im Gegenstrang - eines Guanins einen 
Nukleotidbaustein verwendet, welcher uber eine chemische 
Modifikation auch eine Detektion zum Beispiel durch Fluo- 
reszenz, Chemoluminiszenz oder das Binden eines Antikbr- 
pers erlaubt. 

Aufterdem ist bevorzugt, daft man die Detektion der Termi- 
nation an der Position eines Cytosins oder - im Gegen- 
strang - eines Guanins uber eine Langenmessung der ent- 
stehenden Fragmente durch Gelelektorphorese, insbesondere 
Kapillarelektrophorese durchf uhrt . 

Weiterhin ist dabei bevorzugt, daft man die Langenmessung 
der entstehenden Fragmente durch massenspektrometr ische- 
Analyse und bevorzugt in einem MALDI Massenspe ktrometer 
durchf uhrt . 
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Das erfindungsgemafie Verfahren ist ferner, dadurch ge- 
kennzeichneti dafl die Referenz DNA-Sequenz aus einer Da- 
tenbank, namlich aus dem Humangenom-Pro j ekt , stammt. 

5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 

ein Kit, enthaltend Referenz-DNA und/oder Chemikalien und 
Hilfsmittel zur Durchfuhrung der Bisulf it-Reaktion 
und/oder der Amplif ikation und/oder eine Methyltransf era- 
- se und/oder Dokumentat ion zur Durchfuhrung des erfin- 
10 - dungsgemafcen Verfahrens. 

Das beschriebene Verfahren dient zur Unterscheidung von 
5-Methylcytosin-Positionen und Punktmutatio- 
nen/Polymorphismen in genomischer DNA, kann jedoch auch 
15 zum Auffinden und zum Nachweis von Punktmut atio- 

nen/Polymorphismen genutzt werden. Abb. 1 faftt das Ver- 
fahren am Beispiel einer beliebigen Sequenz 1 zusammmen. 

Zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens werden 
20 die folgenden Schritte ausgefuhrt: 

Eine genomische DNA-Probe wird derart chemisch behandelt, 
dafi alle nicht an der 5-Position methylierten Cytosinba- 
sen derart verandert werden, daB eine dem Basenpaarungs- 

25 verhalten nach unterschiedliche Base entsteht, wahrend 
die an der 5-Position methylierten Cytosine unverandert 
bleiben. Bevorzugt wird in diesern Schritt eine Behandlung 
mit einer Bisulf itlbsung (=Hydrogensulf it , Disulfit) und 
anschliefiende alkalische Hydrolyse durchgef uhrt . Diese 

30 Behandlung fuhrt zu einer Umwandlung der nicht methylier- 
ten Cytosinbasen in Uracil, dessen Basenpaarungsverhalten 
dem Thymin entspricht, als das die betreffenden Positio- 
nen nach der Amplif ikation auch vorliegen. 



35 



Im zweiten Schritt wird ein Aliquot der selben genomi- 
schen DNA-Probe vor der^ oben beschriebenen chemischen Be- 
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20 



30 



handlung mit Sssl oder einer anderen Methyltransf erase 
aufmethyliert . Diese Methylierung fuhrt dazu, daft alle 
Cytosinbasen im Sequenzkontext CG der DNA-Probe oder mit 
anderen Methyltransf erasen samtliche Cytosinbasen der 
DNA-Probe in 5-Methylcytosin umgewandelt werden und damit 
bei der chemischen Behandlung keine Umwandlung in Thymin 
mehr erfolgen kann. In einer besonders bevorzugten Vari- 
ante des Verfahrens werden beide DNA-Proben nach den be- 
schriebenen Vorbehandlungsschritten amplif iziert , wieder- 
um bevorzugt wird dies mittels PCR durchgef uhrt . 



In einem dritten Schritt des Verfahrens werden die beiden 
behandelten DNA-Proben mittels der gleichen analytischen 
Methode auf die Prasenz von Cytosin untersucht. Die er- 
15 mittelten Cytosin Positionen werden mit denen einer Refe- 
renz DNA-Sequenz abgeglichen. Diese Referenz DNA Sequenz 
kann prinzipiell beliebig gewahlt werden, kann jedoch mit 
der untersuchten Probe nicht identisch sein. Bevorzugt 
stammt die Ref erenzsequenz aus einer Datenbank, wie sie 
derzeit beispielsweise im Rahmen des Humangenompro j ektes 
entstehen oder bereits vorhanden sind. Der Abgleich mit 
der Referenz-DNA kann nun je nach detektierten Cytosinba- 
sen fur eine gegebene Position in der. Probe zu den fol- 
genden Ergebnissen fiihren: Wird sowohl in der aufmethy- 
25 lierten Probe als auch in der nicht aufmethylierten Probe 
ein Cytosin nachgewiesen, so liegt dieses Cytosin in der 
genomischen DNA methyliert vor. Wird nur in der aufmethy- 
lierten Probe ein Cytosin nachgewiesen ind in der nicht 
aufmethylierten Probe ein Thymin, so liegt in der genomi- 
schen DNA ein nicht methyliertes Cytosin vor. Wird dage- 
gen in beiden Proben ein Thymin nachgewiesen und ist aber 
in der Ref eren z-Sequen z an gleicher Position ein Cytosin 
vorhanden, so liegt eine C-T Punktmutation oder ein "Sin- 
gle Nucleotide Polymorphism" (SNP) vor. 



35 
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In einer bevorzugten Variante des Verfahrens- wird die 
Amplif ikation im zweiten Schritt so durchgef uhrt , daft in 
einem Amplif ikationsansatz mehr als 10 unterschiedliche 
Fragmente erzeugt werden. Dies kann bevorzugt durch Ver- 

5 ; wendung von Primern erfolgen, welche fiir die Genregulati- 
on wichtige sogenannte Konsensus-Sequenzen oder solche 
Sequenzen enthalten und die damit iAberwiegend an regula- 
tive oder kodierende Sequenzen binden. Bei dieser Ampli- 
fikation werden die Produkte bevorzugt durch Einbau von 

0 mit einer detekt ierbaren Markierung versehenen Nukleotid- 
bausteinen oder Oligonukleotiden (z. B. Primer) insgesamt 
mit einer oder mehreren detekt ierbaren Markierung (en) 
versehen, wobei eine Detektion der Markierung besonders 
bevorzugt durch Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz er- 

5 folgt. 

Die Untersuchung der Cytosin Positionen erfolgt in einer 
besonders bevorzugten Variante des Verfahrens derart, daft 
Cytosin ausschlieftlich im spezifischen Kontext S'-CpG-S' 

0 " detektiert wird. Dies kann bevorzugt durch einen Nachweis 
des Cytosins uber Hybr idisierung mit fur "Sequenzkontext - 
Cytosin-Sequenzkontext" spezifischen Oligomeren durchge- 
fuhrt werden, welche in einer definierten Anordnung auf 
einer oder mehreren Oberflachen fixiert sind. In einer 

5 bsonders bevorzugten Variante des Verfahrens ist fiir je- 
des in seinem sequenzspezif ischen Kontext nachzuweisende 
Cytosin mindestens ein zu dem Sequenzkontext komplementa- 
res Oligomer auf der Oberflache fixiert, welches das zum 
nachzuweisenden Cytosin komplementare Guanin enthalt und 

0 ein weiteres Oligomer, welches an der Stelle des nachzu- 
weisenden Cytosins die Base enthalt, welche zu der Base 
komplementar ist, in welche nicht methyl'ierte Cytosine 
durch die chemische Behandlung umgewandelt werden. In ei- 
ner besonders bevorzugten Variante des Verfahrens handelt 

5 es sich hier, falls eine Bisulf it-Behandlung durchgefuhrt 
wird, urn die dem Thymin komplementare Base Adenin. 
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In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens werden fur nachzuweisende Cytosin-Positionen sol- 
che Oligomere an der oder den Oberf lache (n) fixiert, die 
5 jeweils an die methylierte und unmethylierte Cytosin- 
Position sowohl auf den Plus- als auch auf dera Minus- 
Strang spezifisch binden oder/und an die jeweils durch 
Amplif ikation entstehenden komplementaren Strange spezi- 
fisch hybridisieren . 

10 

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens werden auf der oder den Oberf lache (n) weitere O- 
ligomere fixiert, welche jev/eils an die Sequenz "Sequenz- 
kontext-Thymin-Sequenzkontext" spezifisch binden und/oder 
15 welche Cytosin und die durch chemische Behandlung ent- 
standene Base im Plus-Strang, Minus-Strang und den je 
durch Amplif ikation entstehenden komplementaren Strangen 
entstehenden Strangen nachweisen. 

20 In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 

werden an den Punkten der Oberf lache (n) , an denen die O- 
ligomere fixiert sind, Signale detektiert, die fur die in 
der originalen genomischen Probe methylierten, oder un- 
methylierten oder mutierten spezifisch sind. In einer be- 

25 vorzugten Variante des Verfahrens sind die detektierten 

Signale quantif izierbar*, so daft der absolute Grad der Me- 
thylierung und/oder die Homo- bzw. Heterozygot ie ermit- 
telbar sind. 

30 In einer v/eiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden die amplif izierten Fragmente der beiden Proben, 
aufmet hyliert und nicht auf methy liert , auf je einer Ober- 
flache fixiert und mit einer nachweisbaren Markierung 
versehene, sequenzspezif ische Oligomere auf diesen Ober- 

35 flachen an die beiden Proben hybridisiert . In einer be- 
sonders bevorzugten Variante des Verfahrens werden die 



A 



WO 01/2731 7 PCT/DE00/03726 

16 

hybridisierten sequenzs;pezif ischen Oligomere mittels Mas- 
. senspektrometrie und bevorzugt einem MALDI Massenspektro- 
meter nachgewiesen . In einer weiteren, besonders bevor- 
zugten Variante des Verfahrens erfolgt die Analyse der 
5 hybridisierten sequenz&pezif ischen Oligomere mittels de- 
ren Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz . 

In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
wird der'Nachweis von Cytosin im Sequenzkontext durch ei- 

10 ne Polymerase-Reaktion, welche spezifisch bei Erreichen 
einer Cytosin-Base im Templat gestoppt wird, und Langen- 
messung der entstehenden Fragmente durchgef uhrt . Dabei 
konnen die Oligomere, die zum Starten der primer- 
abhangigen Polymerase-Reaktion benutzt werden, bevorzugt 

15 je unterschiedliche Sequenz an unterschiedlichen Orten 
auf einer Oberflache fixiert sein und die Polymerase- 
Reaktion kann bevorzugt auf dieser Oberflache erfolgen. 
In einer weiteren bsonders bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens konnen die Oligomere, die zum Starten der primer- 

20 abhangigen Polymerase-Reaktion benutzt werden, durch eine 
chemische Reaktion oder durch Licht von der Oberflache 
abgelost werden. Zur Termination der Polymerasereaktion 
an der Position eines Cytosins oder - im Gegenstrang - 
eines Guanins wird bevorzugt ein Nukleotidbaust ein ver- 

25 wendet, welcher uber eine chemische Modifikation auch ei- 
ne Detection zum Beispiel durch Fluoreszenz, Chemolumi- 
niszenz oder das Binden eines Antikorpers erlaubt. Auch 
kann die Detektion der Termination an der Position eines 
Cytosins oder - im Gegenstrang - eines Guanins uber eine 

30 Langenmessung der entstehenden Fragmente durch Gelelek- 

torphorese, insbesondere Kapi llarelekt rophorese erfolgen. 
In einer weitern bevorzugten Varainte des Verfahrens er- 
folgt die Langenmessung der enstehenden Fragmente durch 
massenspektrometrische Analyse und bevorzugt in einem 

35 MALDI Massenspektrometer . 
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Zur Durchfuhrung des Verfahrens kann ein Kit verwendet 
werden, der Referenz-DNA und/oder Chemikalien und Hilfs- 
mittel zur Durchfuhrung der Bisulf it-Reaktion und/oder 
der Amplif ikation und/oder eine Methyltransf erase 
5 und/oder Dokumentation :zur Durchfuhrung des Verfahrens 
enthalt . 

Das erf indungsgemafte Verfahren wird an Hand der beigefug- 
ten Abbildung erlautert. 

In Figur 1 sind Punktmutationen von Cytosin zu Thymin als 
Thymin sowohl in der Bi sulf it-behandel t en und amplifi- 
zierten als auch in der zuvor methylierten, Bisulfit- 
behandelten und amplif i zierten DNA nachweisbar. Methy- 
lierte Cytosine werden in beiden Fallen als Cytosin nach- 
gewiesen, dagegen werden unmethylierte Cytosine nur in 
der nicht methylierten Probe als T und in der methylier- 
ten Probe als C nachgewiesen. 

Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung: 
Beispiel : 

Als Beispiel soil die folgende DNA Sequenz dienen, die 
ein potentiell methyliertes CG Dinukleotid oder eine 
Punktmutation CG nach TG (C-SNP) enthalt:' 

Auschnitt I) aus der in der Datenbank Genbank eingetrage- 
nen genomischen Sequenz mit der Accession Nummer AL031228 
von Position 117606 bis Position 118338. 

I) 

AAAAGGGTGGGGCTTCTATGGGGGGGTCCTCTGTGTGGCCGCTGGGCTTGGGTATTG 
GGAAGCCGGGGGTATGGCAGGGTGGGCAAGGGGATGGGGTATTGACAGTTTTGGAGG 
TGATGCCAGCCAGGTTGGGGGCCCACCTCTGACCTTGCTTCACTTCTGCAGGGCCAG 
GATGGTGCTAAGGGTGACCGAGGCGAGGATGGTGAGCCAGGACAGCCTGTGAGTGCC 
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TGGTGACCCCACCACCCCCCTGAGCCCAAGCCTCATCCTCTTTACCCCTCTTCTGTG 
CCCCACTCCTGAGGGGTCCCTTGGCTGGAGGATAAACACTCAGCCACCCCAATTCCr 
CTCTCCCTAGGGATCCCCTGGTCCCACCGGGGAGAATGGACCCCCAGGGCCACTTGG 
AAAGCGAGTAAGTGAGGTGGACCCCTGAGACCTTGGGAGGCAGTCCCTGGGCTGTGT 
GGGTGGAGGCTGGGCAATGGCAGGTGGGATGGGTGGGGAGGTGCCTGGTGTCTGCAT 
TGCCCTGGGTGTGTGTGTGTGCAGGAGCTGGTGGGTTTAAGGGC/TGTGTGGTATCT 
CATTGCCCGGGGCAGGGTGTGTGTGCAGGAGCTGGTGGGTTTAAGGGTATGCGGTAT 
CTCATTGCACTGGGCGAGTGTGTGTGCAGGAGCTGGTGGGTTGATGGGTGTGCGGTA 
TCTCGGGCATGTTTGTTCCTGGGTTCTGGTGTGTATGTTTTCACCAGGGGTAGTGGT 
GGTTACTGACAAAGCAGAATGGAAACTGGAGGAGGGGCTGGCCAGCTTTTCTGTGGG 
CCAGGGGTGAACCTTTTTAGTTTCTGGGGCAGGAGACGGGCCACCAGGTAGGGTGTG 
GGCAAGTGGCCCTTCACCAAATGTACAGACTACCCAGTATTTTCACAACTGTCACAG 
CTGTATCTGTTCTGCACATCTGTGAATCGGCCCTCGGCGCGTGTCCCTGTGTATGCA 
CGTGTGTGTGTGCATGTGTATGTGTGTGTCTAGGACAGGAAGGGGGAAGAGTTGAGC 
> CTGGCTGCCCACGGCCTCATGTGCTCTTCCTTCCCACTCCACCTGCAGGGTCCTGCT 

GGCT 

Das unterlegte C/T kennzeichnet den C-SNP, der sich in 
der Sequenz mit der Accession Nummer AL031228 an Position 
D 117606 berfindet. 

Nachfolgend ist die Sequenz A) der methylierten und Bi- 
sulfit behandelten DNA dargestellt. 

5 A) 

AAAAGGGTGGGGTTTTTATGGGGGGGTTTTTTGTGTGGTCGTTGGGTTTGGGTATTG 

GGAAGTCGGGGGTATGGTAGGGTGGGTAAGGGGATGGGGTATTGATAGTTTTGGAGG 
TGATGTTAGTTAGGTTGGGGGTTTATTTTTGATTTTGTTTTATTTTTGTAGGGTTAG 
GATGGTGTTAAGGGTGATCGAGGCGAGGATGGTGAGTTAGGATAGTTTGTGAGTGTT 

0 TGGTGATTTTATTATTTTTTTGAGTTTAAGTTTTATTTTTTTTATTTTTTTTTTGTG 
TTTTATTTTTGAGGGGT TTTTTGGTTGGAGGATAABl^ TTTAGTTATTTTAATTTTT 
TTTTTTTTAGGGATTTTTTGGTTTTATCGGGGAGAATGGATTTTTAGGGTTATTTGG 
AAAGCGAGTAAGTGAGGTGGATTTTTGAGATTTTGGGAGGTAGTTTTTGGGTTGTGT 
GGGTGGAGGTTGGGTAATGGTAGGTGGGATGGGTGGGGAGGTGTTTGGTGTTTGTAT 

!5 TGTTTTGGGTGTGTGTGTGTGTAGGAGTTGGTGGGTTTAAGGGC/TGTGTGGTATTT 
TATTGTTCGGGGTAGGGTGTGTGTGTAGGAGTTGGTGGGTTTAAGGGTATGCGGTAT 



WO 01/27317 



19 



PCT/DE00/03726 



TTTATTGTATTGGGCGAGTGTGTGTGTAGGAGTTGGTGGGTTGATGGGTGTGCGGTA 
TTTCGGGTATGTTTGTTTTTGGGTTTTGGTGTGTATGTTTTTATTAGGGGTAGTGGT 
GGTTATTGATAAAGTAGAATGGAAATTGGAGGAGGGGTTGGTTAGTTTTTTTGTGGG 
TTAGGGGTGAATTTTT.TTAGTTTTTGGGGTAGGAGACGGGTTATTAGGtAGGGTGTG 
5 GGTAAGTGGTTTTTTATTAAATGTATAGATTATTTAGTATTTTTATAATTGTTATAG 
TTGTATTTGTTTTGTATATTTGTGAATCGGTTTTCGGCGCGTGTTTTTGTGTATGTA 
CGTGTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGTGTTTAGGATAGGAAGGGGGAAGAGTTGAGT 
TTGGTTGTTTACGGTTTTATGTGTTTTTTTTTTTTATTTT ATTTGTAGGGTTTTGTT 
GGTT 

10 

Nachfolgend ist die Sequenz B) der nichtmethylierten und 
Bisulfit behandelten DNA dargestellt . 

15 B) 

AAAAGGGTGGGGTTTTTATGGGGGGGTTTTTTGTGTGGTTGTTGGGTTTGGGTATTG 

GGAAGTTGGGGGTATGGTAGGGTGGGTAAGGGGATGGGGTATTGATAGTTTTGGAGG 
TGATGTTAGTTAGGTTGGGGGTTTATTTTTGATTTTGTTTTATTTTTGTAGGGTTAG 
GATGGTGTTAAGGGTGATTGAGGTGAGGATGGTGAGTTAGGATAGTTTGTGAGTGTT 
20 TGGTGATTTTATTATTTTTTTGAGTTTAAGTTTTATTTTTTTTATTTTTTTTTTGTG 
TTTTATTTTTGAGGGGT TTTTTGGTTGGAGGATAAATA TTTAGTTATTTTAATTTTT 
TTTTTTTTAGGGATTTTTTGGTTTTATTGGGGAGAATGGATTTTTAGGGTTATTTGG 
■AAAGTGAGTAAGTGAGGTGGATTTTTGAGATTTTGGGAGGTAGTTTTTGGGTTGTGT 
GGGTGGAGGTTGGGTAATGGTAGGTGGGATGGGTGGGGAGGTGTTTGGTGTTTGTAT 

2 5 TGTTTTGGGTGTGTGTGTGTGTAGGAGTTGGTGGGTTTAAGGGC/TGTGTGGTATTT 

TATTGTTTGGGGTAGGGTGTGTGTGTAGGAGTTGGTGGGTTTAAGGGTATGTGGTAT 
TTTATTGTATTGGGTGAGTGTGTGTGTAGGAGTTGGTGGGTTGATGGGTGTGTGGTA 
TTTTGGGTATGTTTGTTTTTGGGTTTTGGTGTGTATGTTTTTATTAGGGGTAGTGGT 
GGTTATTGATAAAGTAGAATGGAAATTGGAGGAGGGGTTGGTTAGTTTTTTTGTGGG 
30 TTAGGGGTGAATTTTTTTAGTTTTTGGGGTAGGAGATGGGTTATTAGGTAGGGTGTG 
GGTAAGTGGTTTTTTATTAAATGTATAGATTATTTAGTATTTTTATAATTGTTATAG 
TTGTATTTGTTTTGTATATTTGTGAATTGGTTTTTGGTGTGTGTTTTTGTGTATGTA 
TGTGTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGTGTTTAGGATAGGAAGGGGGAAGAGTTGAGT 
TTGGTTGTTTATGGTTTTATGTGTTTTTTTTTTTTATTTT ATTTGTAGGGTTTTGT T 

3 5 GGTT 
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Im amplif izierten Fragment 1 mit der Lange 832 bp (Posi- 
tionen 1 bis 832) befinden sich der C-SNP an Position 
557, im amplif izierten Fragment 2' mit der Lange 783 ( Po- 
5 sitionen 303 bis 1085) befindet sich der C-SNP an Positi- 
on 255. Fur Fragment 1 sind die Primer in Fettdruck, fur 
das Fragment 2 sind die Primer in Fettdruck und unter- 
strichen dargestellt . 

10 Genomische DNA wird mit dem Restrikt ionsenzym Mssl (Fer- 
mentas) geschnitten und anschlieflend mit dem Enzym Sssl 
(CpG Methylase, BioLabs) auf methyliert . Die Bisulf itreak- 
tion wird in an sich bekannter Weise durchgef uhrt . In der 
anschlieftenden Polymerasereaktion wird das Gen COL11A2 

15 auf Chromosom 6p21 amplif iziert . Die Amplif ikat ion wird 
nach dem allgemeinen PCR-Protokoll mit dem Primerpaar 
AAAAGGGTGGGGTTTTTAT, TCTCCTACCCCAAAAACTAA Oder mit dem 
Primerpaar TTTTTGGTTGGAGGATAAATA , AAC CAACAAAAC C CTACAAA 
durchgef uhrt . Hierbei wurden beide oder nur ein Primer 

20 der jeweiligen Primerpaare mit Cy5 markiert. 

PCR Ansatz (20uL) : 

luL DNA (10 ng), je 2uL (4x25mM) dNTPs, 0,2 uL (1 unit) 
Taq(Hot Star Tan®, Qiagen) , 2uL PCR-Puffer (lOx, Qiagen) , 
25 je 1 pL Cy5 markierte Primer (6,25 pmoL/uL) * 

Dadurch werden zwei DNA Fragmente amplif iziert , die in A) 
dargestellt sind. 

Genomische DNA wird mit dem Restrikt ionsenzym Mssl (Fer- 
30 mentas) geschnitten. Die Bi sul f i trea kt ion wird gemaJ3 dem 
aufgefuhrten Stand der Technik durchgef uhrt . In der an- 
schlieftenden Polymerasereaktion wird das Gen COL11A2 auf 
Chromosom 6p21 amplif iziert . Die Amplif ikation wird nach 
dem allgemeinen PCR-Protokoll mit dem Primerpaar 
3b AAAAGGGTGGGGTTTTTAT, TCTCCTACCCCAAAAACTAA oder mit dem 
Primerpaar TTTTTGGTTGGAGGATAAATA , AAC CAACAAAAC C CTACAAA 
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'* durchgef uhrt . Hierbei wurden beide Oder nur ein Primer 
der jeweiligen Primerpaare mit Cy5 markiert. 

PCR Ansatz (20pL) : 
5 • lpL DNA (10 ng), je 2uL (4x25mM) dNTPs, 0,2 uL (1 unit) 

Taq(Hot Star Taq®, Qiagen) , 2pL PCR-Puffer (lOx, Qiagen) , 
je 1 pL Cy5 markierte Primer {6,25 pmoL/uL) 
Dadurch werden zwei DNA Fragmente amplif i ziert , die in B 
dargestellt sind. 

0 

Fur die Analyse des in I ) dargestellten CG oder TG Di- 
nukleotides wurden folgende Oligonukleot ide, die die Se- 
quenzen TTTAAGGGCGTGTGGTAT und TTTAAGGGTGTGTGGTAT bein- 
halten, an emer Glasoberf lache fixiert. In getrennten 

5 Experimenten werden Glastrager mit dem DNA-Fragment 1 

amplifiziert aus nichtmethylierter Bisulf it -behandelter 
DNA und mit dem DNA-Fragment 1 amplifiziert aus methy- 
lierter Bisulfit behandelter DNA und/oder mit dem DNA- 
Fragment 2 amplifiziert aus nichtmethylierter Bisulfit- 

0 behandelter DNA und mit dem DNA-Fragment 2 amplifiziert 
aus methylierter Bisulfit behandelter DNA und in an sich 
bekannter Weise hybridisiert . Dieses Verfahren ist voll- 
standig automat i si ert . 

5 Ausgehend von der genomischen Sequenz 

CTGGTGGGTTTAAGGGC/TGTGTGGTATCTC si-nd die moglichen Hybri- 
disierungergebnisse denkbar, die es ermdglichen den Me- 
thylierungszustand oder eine Punktmutation im CG Dinukle- 
otid nachzuv/eisen : 



nicht-methylierte DNA (bisulfit behandelt) 

Fall 1) CTGGTGGGTTTAAGGGCGTGTGGTATCTC methyliertes C 

Fall 2) TTGGTGGGTTTAAGGGTGTGTGGTATTTT nicht methyliert 
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Fall 3) TTGGTGGGTTTAAGGGTGTGTGGTATTTT Punktmutation/SNP 



methylierte DNA (bisulfit behandelt) 

5 

Fall 1) CTGGTGGGTTTAAGGGCGTGTGGTATCTC methyliertes C 
Fall 2) TTGGTGGGTTTAAGGGCGTGTGGTATTTT nichL methyliertes C 
10 Fall 3) TTGGTGGGTTTAAGGGTGTGTGGTATTTT Punktmutation/SNP 



15 



Fall 1: Liegt in der genomischen Sequenz ein methyliertes 
Cytosin vor, wird in der nicht-methylierten Bisulfit- 
behandelten DNA und in der methylierten Bisulfit- 
behandelten DNA ein Cytosin nachgewiesen . 



Fall 2: Liegt in der genomischen Sequenz ein nicht- 
methyliertes Cytosin vor, wird in der nicht-methylierten 
20 Bisulf it-behandelten DNA ein Thymin nachgewiesen und in 
der methylierten Bisulf it-behandelten DNA ein Cytosin 
nachgewiesen. 



Fall 3: Liegt in der genomischen Sequenz eine Punktmuta- 
25 tion (C-SN? ) vor, wird in der nicht-methylierten Bisul- 
f it-behandelten DNA und in der methylierten Bisulfit- 
behandelt DNA ein Thymin nachgewiesen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Unterscheidung von 5-Position Methylie- 
5 rungsanderungen von Cytosin-Basen und Cytosin-zu- 

Thymin Mutationen und zum Nachweis.von single nucleo- 
tide polymorphisms (SNPs) oder Punktmutat ionen in ge- 
nomischer DNA, dadurch gekennzeichnet , daft man 

10 a) eine genomische DNA-Probe mit Sulfit oder Disulfit 

derart behandelt, daft alle nicht an der 5-Position 
der Base methylierten Cytosinbasen derart verandert 
werden, so daft eine dem Easenpaarungsverhalten nach 
unterschiedliche Base entsteht, wahrend die an der 5- 

15 Position methylierten Cytosine unverandert bleiben 

und 

b) ein Aliquot der selben genomischen DNA-Probe vor 
der chemischen Behandlung nach a) mit SSS1 oder einer 

20 anderen Methyl trans f era se quantitativ aufmethyliert 

und 

c) die r beiden so behandelten DNA-Proben mittels der 
gleichen analytischen Methode auf die Prasenz von Cy- 

25 tosin untersucht und 

d) die ermittelten Cytosin Positionen mit einer Refe- 
renz DNA-Sequenz abgeglichen werden. 

30 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft man uber den Vergleich der einzelnen Cytosin- 
Positionen aus den beiden unterschiedlich behandelten 
Proben mit der Ref erenz-Sequenz ermittelt, ob an ei- 
ner bestimmten Position Cytosin nicht nachweisbar ist 

35 und ob dies darauf beruht, daft das Cytosin in der ge- 

nomischen DNA unmethyliert vorliegt oder durch eine 
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Mutation oder einen Polymorphismus verandert vorliegt 
und somit in der genomischen DNA nicht vorhanden ist . 

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet , daft man die beiden- DNA-Proben 
oder Teile dieser DNA-Proben vor dem Nachweis der Ba- 
se Cytosin mit einem cyclischen Prozess, namlich der 
Polymerase Ket tenreakt ion oder einem vergleichbaren 
Prozess araplif iziert . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daft man in einem Amplif ikations-Ansat z mehr als 10 
verschiedene Fragmente der behandelten genomischen 
DMAs erzeugt . 



15 



5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft man zur Arnpl i f ikation der 
genomischen DNA-Proben solche Primer verwendet, wel- 
che fur die Genregul a tion wichtige sogenannte Konsen- 

20 sus-Sequenzen oder solche Sequenzen enthalten und die 

damit uberwiegend an regulative oder kodierende Se- 
quenzen binden. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
25 durch gekennzeichnet, daft man Cytosin im spezifischen 

Kontext 5'-CpG-3 f detektiert. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft man die DNA bei der Ampli- 

30 fikation durch Einbau von mit einer detekt ierbaren 

Markierung versehenen Nukleot idbaus t einen oder Oligo- 
nukleotiden insgesamt mit einer oder mehreren detek- 
tierbaren Markierung (en) versieht. 
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8. Verf;ahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , 
daft die Detection der Markierung durch Fluoreszenz 
Oder Chemoluminiszenz erfolgt. 

5 9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft man Cytosin uber Hybridi- 
sierung mit fur "Sequenzkontext-Cytosin- 
Sequenzkontext " spezifischen Oligomeren nachweist, 
welche in einer definierten Anordnung auf einer oder 
10 mehreren Oberflachen fixiert sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daft man fur jedes in seinem sequenzspezif ischen Kon- 
text nachzuweisende Cytosin mindestens ein zu dem Se- 

15 quenzkontext komplementares Oligomer auf der Oberfla- 

che fixiert, welches das zum nachzuweisenden Cytosin 
komplementare Guanin enthalt und ein weiteres Oligo- 
mer, welches an der Stelle des nachzuweisenden Cyto- 
s.ins die Base enthalt, welche zu der Base komplemen- 

20 tar ist, in welche nicht methylierte Cytosine durch 

die chemische Behandlung umgewandelt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft man fur nachzuweisende Cytosin- 

25 Positionen solche Oligomere fixiert, die jeweils an 

die methylierte und unmethyiierte Position sowohl auf 
Plus- als auch auf Minus-Strang spezifisch binden o- 
der/und an die je durch Ampli f i ka t ion entstehenden 
komplementaren Strange spezifisch hybridisieren . 

30 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daft man auf der Oberflache weitere 
Oligomere fixiert, welche jeweils an die Sequenz "Se- 
quenzkontext-Thymin-Sequenzkontext " spezifisch binden 

35 und/oder welche Cytosin und die durch chemische Be- 

handlung entstandene Base im Plus^-Strang, Minus- 
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Strang und den je durch Amplif i kation entstehenden 
komplementaren Strangen entstehenden Strangen nach- 
weisen. 

5 13. Verfahren nach den Ansprdchen 9 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet , daft man von den Oligomeren an Punkten 
der Oberf lache (n) Signale detektiert, die fur die in 
der originalen genomischen Probe methylierten, oder 
unmethylierten oder mutierten spezifisch sind. 

0 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 
daft man durch den Vergleich der detektierten Signale 
der absolute Grad der Methylierung und/oder die Homo- 
bzw. Heterozygotie ermittelt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daft man die amplif izierten Fragmente 
der beiden Proben auf je einer Oberfiache fixiert und 
mit einer nachweisbaren Markierung versehene, se- 
quenzspezif ische Oligomere auf diese Oberflachen 
hybridisiert . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, daft man die Analyse der 
hybridisierten sequen zspe zif ischen Oligomere mittels 
Massenspektrometrie und bevorzugt einem MALD1 Mas- 
senspektrometer durchfuhrt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daft man die Analyse der hybridisierten sequenzspezi- 
fischen Oligomere mittels Fluoreszenz oder Chemolumi- 
niszenz durchfuhrt . 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, daft der Nachweis von Cytosin 
im Sequenzkontext durch eine Polymerase-Rea ktion , 
welche spezifisch bei Erreichen einer Cytosin-Base im 
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Teniplat gestoppt wird, und Langenmessung der entste- 
henden Fragmente erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet , 
daft man die Oligomere, die zum Starten der primer- 
abhangigen Polymerase-Reaktion benutzt werden, je un- 
terschiedliche Sequenz an unterschi edlichen Orten auf 
einer Oberflache fixiert und die Polymerase-Reaktion 
auf dieser Oberflache erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft man die Oligomere, die zum Starten der 
primer-abhangigen Polymerase-Reaktion benutzt werden, 
durch eine chemische Reaktion oder durch Licht von 
der Oberflache ablest. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, daft man zur Termination der Polymera- 
sereaktion an der Position eines Cytosins oder - im 
Gegenstrang - eines Guanins einen Nukleot idbaustein 
verwendet, welcher uber eine chemische Modifikation 
auch eine Detektion zum Beispiel durch Fluoreszenz, 
Chemoluminiszenz ,oder das Binden eines Antikorpers 
erlaubt . 

22. Verfahren nach Anspruch 18 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft man die Detektion der Termination an 
der Position eines Cytosins oder - im Gegenstrang - 
eines Guanins uber eine Langenmessung der entstehen- 
den Fragmente durch Geielektorphorese, insbesondere 
Kapillarelektrophorese durchfuhrt . 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, daft man die Langenmessung der entste- 
henden Fragmente durch massenspekt romet rische Analyse 
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und bevorzugt in einem MALDI Massenspektrometer ; 
durchf iihrt . 

24. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet , daB die Referenz DNA-Sequenz , 
aus einer Datenbank, namlich aus dem Humangenom- 
Projekt, stammt. 

25. Kit, enthaltend Ref erenz-DNA und/oder Chemikalien und 
Hilfsmittel zur Durchfuhrung der Bisulf it-Reaktion 
und/oder der Amplif ikation und/oder eine Methyltrans- 
ferase und/oder Dokument ation zur Durchfuhrung des 
Verf ahrens . 
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Vergleichssequenz 
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Sequenz 1 nach Bisulfit-Behandlung 
und Amplifikation 



methylierte Sequenz 1 



methyl ierte Sequenz 1 nach 
Bisulfit-Behandlung und Amplifikation 



